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研究成果の概要（和文）：タバコは、多くの疾患の発症・増悪化に大きく寄与している。しかし、肺疾患におけ
るタバコの影響の根底にある分子メカニズムはほとんど知られていなかった。これらの病態生理学的過程を解明
するために、我々は転写因子低酸素誘導因子1（HIF-1）に対するタバコ抽出物（CSE）とタバコ煙の影響をin 
vitroおよびin vivo条件下で検討した。CSEとタバコ煙は、非低酸素条件下でヒト肺上皮様細胞とマウスにおけ
るHIF-1αタンパク質の濃度依存性および時間依存性の蓄積を誘導することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Cigarette smoke (CS) is a major contributor to the development of a large 
number of fatal and debilitating disorders. However, the precise molecular mechanisms underlying the
 effects of CS in lung disease are largely unknown. To elucidate these pathophysiological processes,
 we examined the n vitro and in vivo effects of CS extract (CSE) and CS on the transcription factor,
 hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1). CSE induced concentration- and time-dependent accumulation of 
HIF-1α protein in human lung epithelial-like cells under non-hypoxic conditions. Further 
investigation revealed that reactive oxygen species were generated in cells exposed to CSE and were 
required for CSE-mediated induction of HIF-1α protein, as was activation of phosphoinositide 
3-kinase and mitogen-activated protein kinase pathways. In conclusion, we demonstrated that CSE and 
CS induced HIF-1 activation in vitro and in vivo, respectively. 

研究分野：麻酔科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体の低酸素応答研究の流れに沿った本申請の研究は、細胞内に内在する酸素分圧感知機構とその下流の転写因
子、HIF-1の機能と喫煙が生体にもたらす影響を関連づけて解析するという従来にはなかった観点を持ち新規性
を有している。このような周術期合併症との関連に加えて慢性的なタバコへの暴露が肺胞上皮機能の機能のみな
らず肺の解剖学的な再構築を経た肺線維症にいたる過程も視野に収めた研究成果が得られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
喫煙が健康に及ぼす影響については長い研究の歴史があり、肺癌などの悪性腫瘍、虚血性心疾
患、慢性呼吸器疾患などの主要な原因となりうることが証明されてきた。喫煙は全身の臓器・
システムに障害をもたらしうるが、とりわけ気管支肺胞系はその刺激に直接暴露されるため障
害の第一標的となり周術期の患者全身管理に影響を与え予後に影響することは広く知られてい
て麻酔科医にとって患者管理の最重要課題の一つとなっている。 
 
申請者らは喫煙のもたらす気管支肺胞系のみならず免疫系の機能障害を肺の酸素代謝と関連づ
けて生体の酸素代謝調節のマスター転写因子として機能している低酸素誘導性因子 1 
(hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)の活性化状態解析を基軸とした検討により明らかにすると
いう申請者らの独自の視点からの研究を着想した。 
 
酸素は生命の維持に必須の分子であり、生体の酸素代謝を適切に保つことは麻酔、集中治療に
とってのボトムラインである。 酸素需給バランスまたは酸素ホメオスターシスの乱れは、細胞
が曝露される酸素分圧の変化を通して細胞の機能ひいては臓器、個体の運命を左右する。気管
支・肺胞系は生体内でもっとも過酷に酸素分圧の変化に晒される”場”の一つである。 
 
ガス交換の単位である肺胞上皮細胞、肺胞間質、肺胞毛細血管の病理的な解剖学的または機能
的な変化は上記のパターンのいずれかの範疇に収まる。これらの臨床上の病態の病理学的な変
化の基盤には肺胞上皮細胞-間質-毛細血管で構成されるガス交換ユニットの炎症があり喫煙は
これらの病理変化の進行の最大の要因の一つである。さらに喫煙は気道分泌を誘導し低酸素血
症、呼吸器感染症を通して周術期管理の困難の要因となる。 
逆に組織の酸素分圧は炎症の消長に大きな影響を与えることが知られている。低酸素と炎症を
結ぶ物質的基盤として低酸素誘導性因子 1(hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)が同定されてい
る。 
 
研究代表者と研究分担者は共同してこの 14 年間低酸素が惹起する遺伝子応答のマスター転写
因子として知られる低酸素誘導性因子 1 (hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)の研究に従事して
いて周術期医学における HIF-1 が果たす役割について報告してきたが最近は肺の病理的状態
にテーマを絞った研究を継続してきた。申請者らはすでにタバコ抽出物が II型肺胞由来樹立細
胞株A549細胞において用量依存的なHIF-1α (HIF-1の制御サブユニット)蛋白質の誘導を引
き起こし粘液産生酵素MUC5ACの発現を誘導するという予備実験結果を得ていた。 
 
２．研究の目的 
 
喫煙は気管支肺胞系を直接刺激し周術期の患者全身管理に影響を与え予後に影響することは広
く知られている。 
 
喫煙が気管支肺胞系のみならず免疫系の機能障害を及ぼす分子機構を，肺の酸素代謝と関連づ
けて生体の酸素代謝調節のマスター転写因子として機能している低酸素誘導性因子
1(hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)の活性化状態解析を基軸とした検討により明らかにする
ことが本申請の目的である。 
本研究の主目的は、タバコ、酸素環境、HIF-1、炎症の相互関係の解析と関係の存在の証明で
ある。 
 
この目的のため培養細胞を用いた実験系と実験小動物で肺胞・気管上皮をタバコ抽出物
(cigarette smoke extract, CSE)またはタバコ煙(cigarette smoke, CS)に暴露させる実験系を作
出して HIF-1システムを構成する各分子の動態、相互作用また肺内の各種構成細胞の遺伝子・
蛋白質発現を細胞生物学的、分子生物学的に解析して明らかにする、喫煙が肺胞におけるガス
交換環境、各気道レベルにおける粘液産生・分泌に与える影響の理解を目指して標的とした治
療戦略の策定を試みる、事がこの研究の具体的な目的であった。 
 
３．研究の方法 
 
喫煙が肺胞におけるガス交換環境、各気道レベルにおける粘液産生・分泌に与える影響の理解
を目指して以下の実験を遂行する。 
 
(1) 培養細胞を用いた in vitro実験系を用いた検討 
① 培養細胞を用いた in vitro実験  
② 培養細胞によって形成する肺関連生体バリア機能への CSEの影響の検討 
 
(2) 実験小動物を用いた in vivo実験系を用いた検討 



① CS暴露モデル 
② 低酸素暴露モデル 
 
(1) 
① 培養細胞を用いた in vitro実験 
細胞株: ヒト肺胞上皮由来樹立細胞株 A549,ヒト気道上皮由来細胞株 BEAS-2B を用いる。肺
胞マクロファージ由来の細胞株は存在しないのでヒト末梢血単球由来 THP-1 細胞、ヒト単球
様細胞 U937を刺激して活性化した状態で用い代用とする。対照として肺線維芽細胞由来細胞
株 MRC-5、子宮頸癌由来細胞株 HeLa 細胞
を用いる。(表 1) 
 
申請者らによってすでに確立されている定
法に従いタバコ抽出液 (cigarette smoke 
extract, CSE)を調整して上記細胞株を CSE
に暴露して転写因子 HIF-1 の活性化を検討
する。HIF-1活性化 assayは申請者ですでに確立している。主な検討項目は以下の通りであっ
た。 
 
①-2 培養細胞によって形成する肺関連生体バリア機能への CSEの影響の検討 
 
② I型肺胞細胞を用いて肺胞バリアを、肺血管を用いて血管バリアを構築する。 
構築したモデルバリアを CSEに暴露させてバリアへの影響を検討する。 
バリア機能の評価は経上皮電気抵抗(transepithelial electric resistance: TER)測定，蛍光物質
FITCと結合したデキストラン(FITC-dextran)，またはアルブミン(FITC-albumin)の透過性を
測定することにより行う。 
結合部位の接着分子の発現量，パターンは抗体を用
いた免疫組織法で評価する。検討する分子は表 2に
示した。 
 
2) 実験小動物を用いた in vivo実験系の構築 
主としてマウス(C57B/6マウス)を用いる。 
個体の酸素消費量のモニタリング、各種バイタルサ
イン(血圧、心拍数、呼吸数、体温、動脈血酸素飽和
度)の記録を行える実験系をH28年度中に構築する。 
 
(2) 
① 低酸素暴露モデル 
HIF-1活性化のポジティブコントロールとして用いる。 
酸素分圧を管理したチャンバー中にマウスを飼育することで構築する。 
 
② CS暴露モデル 
たばこ煙吸入実験装置 SIS-CS型を用いてたばこ煙を発生させ実験動物に吸入させる。 
 
４．研究成果 
 
喫煙が気管支肺胞系のみならず免疫系の機能障害を及ぼす分子機構を，肺の酸素代謝と関連づ
けて生体の酸素代謝調節のマスター転写因子として機能している低酸素誘導性因子
1(hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)の活性化状態解析を基軸とした検討により明らかにす
ることが本申請の目的である。 
研究初年度から継続して、肺胞、気道上皮由来の樹立細胞株を用いてたばこ煙抽出液に暴露し
て HIF-1 の活性化また HIF-1 にその発現調節が担われているとされていてかつ気道のリモデリ
ング関連の vascular endothelial growth factor (VEGF), Matrix metalloproteinases (MMPs), 
DNA damage response 1 (REDD1)などの蛋白質の遺伝子発現を半定量的 RT-PCR を用いて調べた。
さらに次世代シーケンサを用いた RNA-Seq 法を持ちいてたばこ煙抽出液に対する遺伝子応答を
網羅的に検討する研究に着手して data を取得した。 
 
I 型肺胞細胞を用いて肺胞バリアを、肺血管を用いて血管バリアを構築したモデルバリアをた
ばこ煙抽出液に暴露させてバリアへの影響を検討した。バリア機能の評価は経上皮電気抵抗
(transepithelial electric resistance: TER)測定，蛍光物質 FITC と結合したデキストラン
(FITC-dextran)，またはアルブミン(FITC-albumin)の透過性を測定することにより行った。 
 
その結果、たばこ煙抽出液処理によって細胞間バリア機能が減弱することが示された。 
さらに肺由来の細胞に加えて子宮内膜間質細胞、子宮内膜上皮細胞への影響を検討してたばこ



煙抽出液により HIF-1 の活性化が起こる事を蛋白質定量、mRNA 発現の両面から見いだした。 
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